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食源性病原菌分型方法研究进展 
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摘  要: 目前食源性病原菌常用的分型方法主要包括血清学分型、脉冲场凝胶电泳分型、多位点序列分型、多

位点可变数目串联重复序列分型等, 在食源性病原菌的监测、传染源的追踪、流行病监测等方面具有重要意义。

本文就食源性病原菌常用的分型方法及其应用情况进行综述。 
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Progress on subtyping methods of foodborne pathogen 
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ABSTRACT: At present, serotyping, pulsed-field gel electrophoresis, multilocus sequence typing, multiple 

locus variable numbers of tandem repeats analysis are commonly used subtyping methods in foodborne patho-

gen, these methods are playing an important role in foodborne pathogen monitoring, tracking source of infec-

tion, and epidemiological surveillance, etc. This paper summarized typing methods and their application in 

foodborne pathogen. 
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1  引  言 

食源性病原菌是导致食品污染的主要的原因之

一。近年来, 国内外由食源性病原菌导致的疾病事件

时有发生。如 2005 年中国的猪链球菌暴发[1]; 2006

年美国因食用被大肠埃希菌O157污染的菠菜而导致

的溶血性尿毒综合症的暴发[2]; 2011 年 5 月至 7 月, 

德国暴发由 O104 导致的溶血性尿毒综合症[3]; 2011

年 8 月至 10 月, 美国多个州因食用科罗拉州的新鲜

哈密瓜而导致的李斯特菌的暴发[4]等。对食源性疾病

的预防控制已经成为各国关注的焦点[5], 其中, 食源

性病原菌的检测和溯源技术是预防控制食源性疾病

的关键环节。本文就目前国内外常用的食源性病原菌

的分型溯源方法综述如下。 

2  病原菌的分型方法 

一种方法能否用于病原菌的分子分型大致需要

从以下几个方面考虑: 分型力、重复性、鉴别能力、

结果易于解释、快速、经济、技术简单等[6]。病原菌

的分子分型方法可以分成两大类：表型分型方法和基

因分型方法; 表型分型方法包括血清型分型、抗生素

敏感性分型、噬菌体分型等, 基因分型方法包括质粒

图谱分型、核糖体分型、脉冲场凝胶电泳、以 PCR

为基础的分型方法等。 

2.1  表型分型 

传统的病原菌分型主要根据菌株的表型特征、生

理生化等特点进行分型。病原菌能观察到的表性特征

有限, 因此传统分型不能提供菌株间足够的信息, 在
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实际应用中具有一定的局限性。 

2.1.1  血清学分型 
根据病原菌菌体抗原、外膜抗原、鞭毛抗原等的

不同, 用特异性的抗血清进行凝集反应, 区分不同的

分离株。简便快速, 在医院感染监测中确定感染菌株

的流行和微生物特征, 具有重要意义, 缺点是分型率

不高, 有时不易获得相关分型血清, 有时某些菌株用

现有分型血清不能进行分型鉴别[7]。 

2.1.2  抗生素敏感性分型 
抗生素敏感性检测是临床微生物实验室常规应

用的方法, 手工操作和机器进行自动检测均可, 可以

进行严格的质量控制, 操作简便, 相对经济。如果进

行详尽的流行病学分析时, 抗生素敏感性分析用途

有限, 一方面现代医院中存在非常大的抗生素选择

性压力, 通过多种遗传机制一个特定的菌株可能会

“突然”产生抗性, 另一方面, 如果没有特定的选择压

力, 与耐药相关的遗传元件很可能丢失[8]。不同的菌

株可能会有相同的抗性图谱, 在患者不同时期分离

到的同一种菌株, 可能会有不同的抗生素敏感性图

谱[9]。这些在一定程度上限制了该方法的应用。 

2.1.3  噬菌体分型 
噬菌体裂解细菌细胞具有一定的宿主特异性 , 

根据该特性, 可以筛选一组噬菌体用于病原菌的分

型与传染源的追溯。但在实际应用中, 除了参比实

验室之外, 很少有实验室能够拥有种类完全的噬菌

体, 此外噬菌体分型需要经验丰富的工作人员且噬

菌体分型常会出现多样性的结果, 对判读造成一定

影响[10-11]。 

2.2  基因分型 

随着分子生物学和基因组学的发展, 各种分子

分型技术广泛应用于病原菌的基因分型研究, 使得

快速、准确鉴别病原菌成为可能。 

2.2.1  质粒图谱分型 
病原菌携带的质粒在一定的时间和空间内是相

对稳定且具有特征性, 将病原菌的质粒, 用琼脂糖凝

胶电泳进行分离, 通过测定质粒的数目和大小来进

行流行病学分析, 该方法简便快速, 在早期的流行病

学调查中被誉为快速分型方法。随后, 研究者们将质

粒用限制性内切酶消化, 然后再进行电泳分析, 使得

质粒分型的重复性和分辨力大大提高。Wells 等用质

粒分型的方法对美国 1982 年由 O157︰H7 引发的两

起出血性肠炎进行了分析, 发现两次暴发分离菌株

的质粒特征是相同的, 并且与污染食品中分离的菌

株质粒图谱相同[12]。然而, 病原菌可以自发丢失质粒

和获得质粒, 质粒还可以在不同菌株之间结合转移, 

这就使得质粒分析的结果有时难以解释。 

2.2.2  核糖体分型 
核糖体分型是一种特殊的 Southern blot 分析方

法, 用核糖体操纵单元相关 RFLP对菌株进行分析。

国际上已经有完全自动化的机器, 如美国杜邦公司

的 RiboPrint 微生物分型系统, 操作简便快速, 自动

化程度高, 排除了人为因素的影响, 重复性好结果稳

定[13]。在一般情况下, 来源于同一暴发相关的菌株具

有相同的核糖体型, 但该方法对基因组中微小差异

区分有限, 流行病学上无关的菌株经常会有相同的

图谱[14], 这就直接限制了该方法的应用。 

2.2.3  脉冲场凝胶电泳(PFGE) 
脉冲场凝胶电泳分辨率高、重复性好、结果稳定

易于标准化被认为是病原菌分型的“金标准”。它的基

本原理是在凝胶上外加正交的交变脉冲电场, 通过

电场的不断改变, 使包埋在凝胶中的 DNA 分子泳动

方向发生相应的改变, 每当电场方向改变后,  DNA

分子便滞留在凝胶中直至沿新的电场轴向重新定向

后, 才能继续向前移动。DNA分子越大, 这种重排所

需要的时间就越长。如果 DNA分子变换方向的时间

小于电脉冲周期, DNA分子按其大小被区分开, 最终

达到分型的目的。PFGE 是一种有效的分型方法, 广

泛应用与多个菌种的分子分型与溯源及耐药性监测。

秦天等对 117株 10个不同血清型的嗜肺军团菌和 17

种非嗜肺军团菌进行 PFGE分型, 结果表明 PFGE可

以成功用于嗜肺军团菌的流行病学调查[15]。章红红

等运用脉冲场凝胶电泳对腹泻门诊病人的副溶血弧

菌分离株进行分子分型, 对缺乏聚集性信息的病例

展开实验室检测[16]。应用 PFGE分子分型, 通过实验

室监测可提示可能出现聚集性病例或暴发, 结合流

行病学调查资料可以分析和确诊聚集性病例事件发

生。杨劲松等对福建省鼠伤寒沙门菌 PFGE分子分型

和耐药的关联性进行研究, 表明 P1 型与多重耐药严

重的菌株存在关联性[17]。 

PFGE 是目前最受推崇的分型方法, 但是 PFGE

操作复杂, 花费较高且电泳结果易受人为等因素的

影响[18]。 

2.2.4  多位点序列分型(MLST) 
多位点序列分型是以核苷酸序列测定为基础的

http://wenwen.soso.com/z/Search.e?sp=S%E5%8C%BB%E9%99%A2%E6%84%9F%E6%9F%93&ch=w.search.intlink
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基因分型方法。通过对多个管家基因内 500 bp 左右

的核苷酸片段进行测序分析, 序列之间的差异反应

菌株之间亲缘关系。所得数据可以通过网络实现不同

实验室之间的比较与数据共享[19]。近年来, 广泛应用

于病原菌的分型、群体遗传学与进化研究。Wang等

对我国 19992000年苏皖地区 O157暴发相关菌株进

行多位点序列分型, 表明暴发相关菌株是一个新的

序列型 ST96, 该型别菌株包含一个 38kb的结合转移

质粒, 可能与暴发相关[20]。周晓艳等对病人体内分离

的羊种布鲁氏菌进行多位点序列分型, 了解菌株的

遗传特征及进化关系。结果表明, 我国流行的羊种布

鲁氏菌主要是羊 3型菌株, 国内菌株与国外菌株遗传

背景不同[21]。赵帆等对国内分离的 80株汉赛巴尔通

体进行多位点序列分型, 分析其分子流行病学特征

及系统发育情况。研究结果表明 80 株汉赛巴尔通体

可分为 3 个序列型, 均属于克隆群 1, 提示中国的汉

赛巴尔通体变异度和多样性较低进化相对缓慢[22]。 

MLST 方法也有一定的局限性, 管家基因的变

异程度决定该方法的分型力。测序成本的高低也在一

定程度上限制了该方法的应用。 

2.2.5  多位点可变数目串联重复序列分型(MLVA) 
多位点可变数目串联重复序列分型的基本原理

是病原菌基因组 DNA中存在数目可变的串联重复位

点, 这些位点的碱基序列和数目相对恒定, 在病原菌

分离株中表现出株或种水平的特异性,对多个位点进

行检测, 可以将不同菌株分为不同的基因型。该方法

简便快速, 对 DNA 质量要求不高, 重复性稳定性好, 

且提供的是数字化的信息便于在不同实验室之间进

行数据共享与交换。同重湘等选择 15 个串联重复序

列(VNTR)位点对 20052007 年甘肃省飞科医院临床

分离的结核分枝杆菌进行 MLVA 分型研究, 表明在

甘肃结核分枝杆菌中存在丰富的基因多态性, MLVA

方法具有较高的基因分型能力, 可以满足结核分枝

杆菌菌株水平 DNA分型的需要[23]。 

串联重复序列是病原菌基因组中进化速率较快

的区域, 重复区域内的变异是导致 DNA 序列进化的

因素之一[24-25]。进化速率较快的串联重复序列可能会

导致同一暴发菌株出现不同的 MLVA型别[26]。 

2.2.6  其他 PCR 分型方法 
扩增片段长度多态性(AFLP), Rep-PCR, 随机引

物扩增片段(RAPD)等方法都在食源性致病菌分子分

型方面发挥了作用, 虽各有长处但同时存在一定的

局限性, 如重复性差, 结果难以解析, 费用高等, 未

能广泛应用于食源性致病菌的分型研究[27-28]。 

3  小  结 

综上所述, 运用分子生物学方法对食源性病原

菌进行分型, 不同的方法各有优缺点, 任何一种单一

的方法所得出的结论都具有片面性。目前, 寻找具有

足够分辨力的单一技术区分食源性病原菌是一项技

术难题。现阶段较为理想的分型策略是根据自身的特

点和检测目的进行多种方法的联合应用 , 其中以

PFGE和其他的方法联合效果最佳、应用较多[29-30]。

随着分子生物学技术的发展, 作为一种非常有价值

的技术手段, 分子分型技术将在食源性病原微生物

分型中具有更加广泛的推广和使用。 
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